2量体転写因子NF-E2による血小板形成の制御メカニズムの解明 by 本橋  ほづみ
2量体転写因子NF-E2による血小板形成の制御メカニ
ズムの解明
著者 本橋  ほづみ
URL http://hdl.handle.net/10097/39649
様式C－18
研究成果報告書
2重体転写因子NF－E2による
血小板形成の制御メカニズムの解明
17390074
平成17年度～平成18年度
（基盤研究（B））研究成果報告雷
平成19年3月
研究代表寺　本構ほづみ
兼北大学医学系研究科助教授
様式C－1g
研究成果報告書
2量体転写因子NF－E2による
血小板形成の制御メカニズムの解明
17390074
平成17年度～平成18年度
（基盤研究（B））研究成果報告書
平成19年3月
研究代表者　本橋はづみ
東北大学医学系研究科助教授
はしがき
巨核球は生化学的な解析が難しい細胞系列の一つであるが、血小板形成を促進す
る因子としてトロンボポェチンが発見され、巨核球の増殖と分化の制御機横の解析
が大きく進展した。しかし、同因子は、血小板形成の主要プロセスである胞体突起
形成に対しては明確な効果を示さないため、血小板形成の分子基盤には依然多くの
疑問が残されてきた。一方、Shivdasaniらが作製した転写因子再5の遺伝子破壊マウ
スや、申請者らが作製した小Maf群因子遺伝子破壊マウスでは、巨核球の成熟は認
められるものの、胞体突起形成が著しく障害されており、末梢血中の血小板の減少
が認められることが明らかになった。p45と小Maf群因子は、NF－E2と呼ばれるヘテ
ロ2量体を形成し、Maf群認識配列（MarreCO卯itionelement；MARE）を介して転写を活
性化し、巨核球の最終分化に必須の機能を果たしていると考えられた。本研究は、
巨核球における〆5と′1、Maf群因子の機能解析と、それらにより制御される標的遺伝
子群の探索・同定を通して、胞体突起形成の分子機構を明らかにすることを目的と
する．
申請者は、これまで、巨核球におけるp45と小Maf群因子の相対的な存在量の変動
が、胞体突起形成の抑制と促進のスイッチになり得ること、過剰に存在する小Mar
群因子による胞体突起形成の抑制が、そのSUMO化修飾に依存していることを、そ
れぞれ、小Mar群因子欠損マウス（ma賂／－マウス）と小Maf群因子過剰発現トランスジ
ェニックマウス（MaKiTGマウス）を組み合わせたトランスジェニック相補レスキュ
ー法を用いて明らかにした。さらに、ここで確立したinvivoの評価系を応用するこ
とにより、これまで培養細胞への一過性過剰発現実験では検出できなかった小Maf
群因子のカルポキシル末端（C末端）領域の機能貢献を明らかにした。
そこで、本研究では、NトE2ヘテロ2主体による転写活性化レベルが、MafGのS
UMO化・脱SUMO化シグナルにより調節され得るものかどうかの検証を試みた。そ
して、これらの過程で作成される様々な遺伝子改変マウスの巨核球における遺伝子
発現のプロファイルを網羅的に調べることにより、NF－E2の下流で制御されている
遺伝子群を明らかにすることを試みた。
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研究成果
（り小Maf蝉因子の機能解析
dlMaf鮮因子のSUMO2／3鯵鯵の機能的意義の検討：マウスに抗血小板抗体を投
与して、末梢血中の血小板を減少させて、血小板形成を克進させてみる、あるいは、ト
ロンボポェチン投与により巨核球増殖を冗進させてみる、ということを行い、骨髄にお
ける小Mar群因子のSUMO化の程度を検討したが、あまり変化は認められなかった。
しかし、培養細胞で、アポトーシスの進行に伴い、小Maf群因子のSUMO化修飾が促
進されることが明らかになった。後述するように、血小板形成過程は、局在化したアポ
トーシス様の過程であると理解されることから、小Mar群因子のSUMO化修飾が関係
している可能性があると思われる。
小Maf鱒因子MafGのC末鷺犠域tGCR）が瀧定する楼内覆塊の解明：巨核球にお
いて小Maf群因子のGCRの重要性が明らかになったので、その領域に相互作用する因子
を探索した。まず、GSTとの融合蛋白質GST」にRを作成し、骨髄細胞の核抽出液中で相
互作用する因子を探そうとしたが、得られなかった。GCRは、蛋白質を核マトリックス、
すなわち、不溶画分に局在化させる機能があるため、相互作用する因子も、可溶化され
にくいものと考え、酵母tYO hybrid screeningを行った。ベイトとして、GCRのみを
用いたところ、クローンをえることはできなかった。そこで、全長MafGをベイトとし
て、クローンを得て、それらがGCRを欠くMafGACと相互作用しない、というものを得
ることにした。その結果、意外にも、巨核球におけるMaKiの2量体形成相手分子であ
るNF－E2p45が、全長MaKiとは結合するものの、MafGACとは結合しないということ
がわかった。興味深いのは、NF－EZ〆5の関連因子であるNr妃は、やはり、Ma犯とヘ
テロ2量体を形成して酸化ストレス応答に重要な遺伝子の活性化をすることがわかっ
ているが、Nrnは、MafGACとも結合するということである。すなわち、GCRは、2量
体形成相手分子の選択に貢献している可能性が示唆される。
（2）NF－E2p45の転写活性化ドメインの構造と機能の檎賢
NF－E2p45は、そのN末端領域が転写活性化に必要であることが報告されていたの
で、まず、N末端の欠失変異体NF－E2p45ANを作成した。NF－E2p45は、細胞質にも核
にも存在することを、最近兄いだしていたが、NF－E2p45ANは圧倒的に核内におおく局
在するということがわかった。そこで、転写活性化能と同時に、核局在にも着目して解
析を進めることにした。現在、NF－E2p45のN末端領域の分子解剖を行いつつある。
（3）NFIE2の糠的遺伝子の解析
小Maf蝉因子の下流で機能する遺伝子クローン325の機能解析：PPFが障害され
ている／トMar群因子欠損マウス由来の巨核球と、そのコントロールマウス由来の巨核
球との間の、mRNAサブトラクシヨンで得られた新規分子クローン325の遺伝子破壊マ
ウスを作成した。このマウスの末梢血中血小板数は、野生型のものと変わりがなかった。
そこで、今後は、抗血小板抗体の投与、あるいは、抗がん剤など、骨髄抑制をかける薬
剤を投与して、血小板産生が起こる時になにか違いがないかどうかを検討する。
P45あるいは小Maf群因子遍伝子欠損マウス由来の巨接球における遺伝子発現プ
ロファイルの覿竃的検討：血小板形成の直接的な制御因子を明らかにするために、
NF－E2p45欠損マウス由来の巨核球と、そのコントロールマウス由来の巨核球との間で、
トランスクリプトーム解析を行い、両者の比較を行った。その結果、予想どおり、血小
板の構成因子、血液凝固系因子、血小板内顆粒の構成因子などが軒並み減少しているこ
とがわかった。一方、Nrnの標的遺伝子として知られている異物代謝第2相酵素群、抗
酸化ストレス応答遺伝子群などが顕著に上昇していることがわかった。そして、巨核球
内の活性酸素種の蓄積量が減少していることが明らかになった。Nf－E2函5とNrnとは
共通のDNA認識配列に結合することを考慮して、次のような仮説を考えるに至った。
巨核球の分化増殖の途中では、細胞をストレスから守る必要があり、Nrnが転写を活性
化する。一方、巨核球の終未分化段階では、Nr舵に比較して転写活性可能が弱いNF－E2
画5が競合して、相対的に転写を抑制することになり、活性酸素種を増加させると予想
される。血／卜坂形成過程は、アポトーシス様の過程であると報告されており、活性酸素
種はその進行を促進するものと予想される。実際、NF－E2p45の欠損マウスの巨核球で
は、プロアポトーティツクな遺伝子の発現が抑制されていた。以上のことから、NF－E2
両5は、NrRに対して相対的な転写の抑制をかけ、活性酸素種の発生を促し、それによ
り胞体突起形成過程を促進するものと予想される。それでは、Nr妃はなぜNF－E2〆5
の標的遺伝子の活性化を代償することができないのかは、謎であり、今後の重要な課題
である。
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